
















Im Infektionsschutzgesetz (IfsG, 
Abschn. 2 und 3, Koordination und 
Früherkennung beziehungsweise Melde-
wesen) sind die Überwachung von Infek-
tionskrankheiten und die laborgestütz-
te Analyse der Erreger für Deutschland 
als Aufgabe des Robert Koch-Institutes 
(RKI) definiert. Zur Unterstützung wer-
den in 3-jährigem Abstand Nationale Re-
ferenzzentren (NRZ) und Konsiliarlabo-
re (KL) berufen, die durch die Subtypi-
sierung und Charakterisierung der Erre-
ger zum Erkennen von Ausbrüchen und 
zu deren Management beitragen und in 
Ergänzung der Infektionssurveillance 
gemäß der Meldepflicht in Zusammen-
arbeit mit dem RKI und dem Öffentli-
chen Gesundheitsdienst (ÖGD) eine er-
regerbasierte Überwachung von Infek-
tionsgeschehen (Erregersurveil lance) 
durchführen.
Ziel der Erregersurveillance ist das 
Gewinnen eines möglichst umfassenden 
Wissens über die Ökologie (Reservoire), 
die Verbreitung und die Eigenschaften 
der Erreger auf Basis ihrer genauen Cha-
rakterisierung und Subtypisierung auf 
eine möglichst klonale Ebene (Feintypi-
sierung). Dadurch können sowohl Ver-
änderungen in der Erregerpopulation, 
wie z. B. die Zunahme bisher seltener 
Serotypen bei enterohämorrhagischen 
Escherichia coli (EHEC) oder bei Salmo-
nellen, als auch Erkrankungshäufungen 
durch neuartige Erreger, wie z. B. E.-co-
li-Stämme mit Hybridpathovarcharakter 
(EHEC O104:H4-Ausbruch in Deutsch-
land 2011) frühzeitig erkannt werden. Im 
konkreten Ausbruchfall kommt der Er-
regerfeintypisierung und Charakterisie-
rung insofern eine große Bedeutung für 
ein erfolgreiches Ausbruchmanagement 
zu, als sie entscheidend zum Erkennen 
von Clustern, zur Identifizierung der 
Ausbruchursache und zur Zuordnung 
von Erkrankungsfällen zum Ausbruch-
geschehen beitragen kann. Gerade bei 
lebensmittelassoziierten Erregern ist da-
bei eine enge Kommunikation und Ko-
operation mit den entsprechenden Ein-
richtungen des Veterinär- und Lebens-
mittelbereiches wie dem Bundesinstitut 
für Risikobewertung wichtig (z. B. Aus-
tausch entsprechender Isolate). Die Ver-
folgung des Erregersubtyps auf klona-
ler Ebene ermöglicht eine effektivere Ex-
positionscharakterisierung/Zuordnung 
im Rahmen epidemiologischer Untersu-
chungen und unterstützt das Ausbruch-
management auch hinsichtlich Erfolgs-
kontrolle und Prävention (Ausscheider).
Eine Erregersub- bzw. -feintypisie-
rung auf klonaler Ebene erfordert grund-
sätzlich das Vorliegen einer bakteriel-
len Reinkultur und erfolgt in der Regel 
in spezialisierten Laboren mit entspre-
chender methodischer und technischer 
Expertise und Ausstattung. Im Folgen-
den soll die gegenwärtige Praxis der Sub- 
und Feintypisierung für epidemiologi-
sche Zwecke in ihren Grundzügen am 
Beispiel dreier wichtiger, auch für schwe-
re Ausbrüche lebensmittelbedingter In-
fektionen verantwortlicher Erreger, Sal-
monella enterica, Listeria monocytogenes 
und EHEC, beschrieben werden.
Methoden zur 
Charakterisierung, Sub- und 
Feintypisierung der Erreger
Ein primärdiagnostischer Nachweis von 
S. enterica oder L. monocytogenes bei Pa-
tienten bedeutet im Regelfall auch den 
Nachweis des für die Erkrankung ur-
sächlichen Erregers. Im Gegensatz da-
zu ist die Speziesebene bei von patho-
genen E. coli verursachten Erkrankun-
gen für den Erregernachweis nicht aus-
reichend, weil zu dieser Spezies sowohl 
Darmkommensalen als auch durch Viru-
lenzmerkmale charakterisierte Pathoge-
ne gehören. Hier ist eine weitere Subdif-
ferenzierung erforderlich, um zunächst 
das Pathogen zu identifizieren und dar-
über hinaus auch Aussagen über die Pa-
thogenität bzw. Virulenz zu erhalten. Für 
diese Pathovarzuordnung (z. B. EHEC) 




rakteristischer Virulenzgene mittels PCR 
[1, 2, 3].
Praxis bei Salmonellen
In der Primärdiagnostik erfolgen in der 
Regel die Erregerisolierung, die Spezies-
zuordnung sowie die Ermittlung der 
häufigsten Serovare von S. enterica Sub-
spezies ente rica wie S. Enteritidis oder 
S. Typhimurium. Im NRZ für Salmonel-
len und andere bakterielle Enteritiserre-
ger (NRZ- SalmEnt) am RKI werden al-
le eingesandten Salmonella-Isolate mit-
tels phänotypischer und molekularer 
Methoden weiter subtypisiert. Standard-
mäßig erfolgt eine Serotypie zur Ermitt-
lung derjenigen von über 2500 bekann-
ten Antigenkombinationen (Serovaren), 
die beim untersuchten Isolat vorliegen. 
Für einige der häufigeren Salmonella-
Serovare (u. a. Enteritidis und Typhimu-
rium) existieren Methoden zur Subtypi-
sierung mittels Bakteriophagen (Lysoty-
pie), die historisch eine weite Verbrei-
tung fanden und auch heute noch inter-
national eingesetzt werden. Eine deut-
lich diskriminierendere Feintypisierung, 
auch für die meisten seltenen Serovare, 
wird mittels Makrorestriktionsanalyse 
in der Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) 
als international standardisierte Metho-
de der Wahl [4, 5] erreicht. In der PFGE 
hoch konserviert erscheinende Salmo-
nella-Serovare, wie z. B. S. Enteritidis, 
können durch Anwendung der Riboty-
pisierung feintypisiert werden. Relativ 
seltene S.-enterica-Serovare werden nur 
bei Häufungen zur Unterstützung einer 
Ausbruchaufklärung per PFGE unter-
sucht. Weitere DNA-basierte Feintypi-
sieransätze wie die Multilocus-Sequenz-
typisierung (MLST) oder auf repetitive 
Sequenzen im Genom orientierte Ver-
fahren (MLVA) sind in Entwicklung bzw. 
Erprobung. In einzelnen Fällen hat sich 
der zusätzliche Einsatz dieser Methoden 
bei der Erkennung und Aufklärung von 
Ausbrüchen bewährt [6, 7]; eine routi-
nemäßige Anwendung für Surveillance-
zwecke scheint aber derzeit nicht sinn-
voll, da für die meisten Ansätze (noch) 




Primärdiagnostisch erfolgen in der Regel 
die Isolation des Pathogens und die Spe-
zieszuordnung. Im Jahr 2009 entstand 
mit dem binationalen Konsiliarlabor 
für Listerien (AGES, Wien, http://www.
ages.at/ages/gesundheit/mensch/liste-
riose und RKI, NRZ-SalmEnt, Werni-
gerode, http://www.rki.de/DE/Content/
Infekt/NRZ/Salmonellen/salmo_node.
html) eine Spezialeinrichtung zur Sub- 
und Feintypisierung von L. monocytoge-
nes. Das Konsiliarlabor komplementiert 
laborseitig die gemeinsam mit dem RKI 
(Abteilung für Infektionsepidemiologie) 
durchgeführte erweiterte Surveillance 
von Listeriosen durch die Subtypisierung 
von eingesandten L.-monocytogenes-Iso-
laten. Dazu wird für alle Isolate die Sero-
gruppe durch Genoserotypisierung und 
ggf. auch durch klassische Serotypie be-
stimmt. Darüber hinaus erfolgt ebenfalls 
für alle Isolate eine Feintypisierung nach 
einem standardisierten PFGE-Protokoll 
[8]. Die entsprechenden PFGE-Profile 
werden in einer ständig aktualisierten 
Datenbank für spätere Vergleiche vorge-
halten. Die Anzahl jährlich subtypisier-
ter Isolate entspricht etwa einem Drit-
tel der Fallmeldungen nach IfsG. Diese 
Surveillance ergab nicht nur einen Ein-
druck von der genetischen Vielfalt in-
nerhalb der Spezies L. monocytogenes, 
sondern zeigte auch, dass hier die PFGE 
in Verbindung mit ständig aktualisier-
ten PFGE-Profil-Bibliotheken die Me-
thode der Wahl für die Identifizierung 
von Ausbruchklonen ist. Um zukünftig 
einen noch vollständigeren Überblick 
über die krankheitsverursachenden Klo-
ne von L. monocytogenes und mögliche 
Infektionscluster in Deutschland zu ha-
ben, muss eine Möglichkeit gefunden 
werden, die Anzahl von Erregerisolat-
einsendungen weiter zu erhöhen.
Praxis bei EHEC
Im Gegensatz zu Salmonellen und Liste-
rien erfolgt in den primärdiagnostischen 
Laboren bei der Fragestellung „EHEC-
Nachweis“ nur selten die Isolierung 
einer Erregerreinkultur, da dies sehr auf-
wendig ist und der Shigatoxingen-(stx)-
Nachweis per PCR oder der Nachweis 
des Toxins per ELISA aus der Stuhlprobe 
bzw. Anreicherungskultur für die ärztli-
chen Entscheidungen und die Erfüllung 
der Meldepflicht ausreichen. Die Isolie-
rung des Erregers und seine Subtypisie-
rung erfolgen in der Regel in Spezialla-
boratorien und erfordern nach Ausstrich 
einer Voranreicherungsmischkultur die 
Testung einer größeren Anzahl von Ein-
zelkolonien auf Präsenz des stx-Gens per 
PCR oder per „colony blot“.
Mit der Erregerreinkultur werden 
phä notypische und DNA-basierte Sub-
typisierungen zur Pathovarbestimmung 
und zur Identifizierung bzw. Unter-
scheidung von Erregerklonen für epi-
demiologische Zwecke durchgeführt. 
Für die Pathovarcharakterisierung gibt 
es eine große Zahl von etablierten Me-
thoden (in der Regel PCR) zum spezi-
fischen Nachweis von Virulenzdetermi-
nanten, wie z. B. Adhesin- und Toxinge-
nen und deren Varianten. Die Erreger-
subtypisierung durch Serovarbestim-
mung (klassisch oder per Genoseroty-
pie) und Biochemotypie (z. B. Sorbitol-
fermentierung) wird am NRZ-SalmEnt 
mit allen EHEC-Isolaten durchgeführt. 
Die international standardisierte PFGE-
Analyse [4, 5] gilt als Methode der Wahl 
zur Feintypisierung für die zuverlässige 
Identifizierung eines Ausbruch-assozi-
ierten Erregerklons. Serotypie, PCR-Vi-
rulenzgenprofiling und PFGE-Analyse 
waren im Jahr 2011 wichtige Werkzeuge 
am NRZ-SalmEnt zur Charakterisierung 
des EHEC O104:H4-Ausbruchstammes 
und für seine Verfolgung in den einzel-
nen Infektionsclustern [2, 3].
Beispiele für die laborgestützte 
Ausbruchaufklärung durch 
Feintypisierung im Rahmen der 
erregerbasierten Surveillance
Salmonella enterica
Im Zeitraum von Oktober bis Dezember 
2011 waren 106 Personen aus 15 verschie-
denen Bundesländern von S.-Newport-
Infektionen betroffen [7]. Bei der Unter-
suchung dieser überregionalen Häu-
fung von S.-Newport-Infektionen wur-
den durch die Feintypisierung der Erre-
gerisolate mittels PFGE – bestätigt durch 
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MLST und MLVA – 2 Ausbruchklone 
von S. Newport und damit 2 epidemio-
logisch unabhängige Geschehen identi-
fiziert. Beiden Klonen konnte am NRZ-
SalmEnt je eines von 2 zeitlich überlap-
penden Infektionsclustern zugeordnet 
werden. Der Vergleich mit Lebensmittel-
isolaten in Zusammenarbeit mit Lebens-
mittelkontrollbehörden ergab für eines 
der beiden Cluster Mungbohnenspros-
sen und für das andere Wassermelonen 
als ursächliches Lebensmittel.
Listeria monocytogenes
In den Jahren 2009/2010 waren 34 Pa-
tienten zunächst in Österreich, dann 
auch in Deutschland und Tschechien 
von zum Teil sehr schweren Infektio-
nen (8 Todesfälle) durch L. monocyto-
genes betroffen. Im Rahmen der erre-
gerbasierten Listeria-Surveillance konn-
ten auch unter Einsatz der dabei erstell-
ten PFGE-Profil-Bibliothek mithilfe der 
PFGE-Analyse 2 Infektionscluster unter-
schieden werden. Als Infektionsquelle 
wurden Quargel-Käse-Chargen identifi-
ziert, die mit 2 klonal unterschiedlichen 
Erregern des L.-monocytogenes-Serotyps 
1/2a kontaminiert waren und zeitlich eng 
aufeinander folgend Infektionen verur-
sachten [9, 10, 11, 12].
EHEC
Ein sehr eindrucksvolles Beispiel für die 
Bedeutung der Erregersubtypisierung 
stellt der EHEC O104:H4-Ausbruch im 
Jahr 2011 dar. Hier wurde durch die PCR-
Analyse des Virulenzgenprofils (stx1-ne-
gativ, stx2-positiv, eaeA-negativ, AAF-
Fimbrien-Gene-positiv, hlyA-nega-
tiv) und durch die Serotypie wenige Ta-
ge nach der Erregerisolierung ein sehr 
seltener darmpathogener E.-coli-Sero-
typ identifiziert, dessen Häufung somit 
sofort nach der Typisierung am NRZ- 
SalmEnt auffiel [2, 13]. Frühzeitig konn-
te daher nationalen und internationalen 
Referenzeinrichtungen ein Ausbruch-
stammisolat zur Verfügung gestellt wer-
den. Hinweise zu den ungewöhnlichen 
Eigenschaften und zur Schnelldiagnos-
tik des Ausbruchstammes wurden um-
gehend auf der RKI-Homepage veröf-
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ließen sich geografisch getrennte Clus-
ter dem gleichen Ausbruchklon und da-
mit vermutlich einer einheitlichen Infek-
tionsquelle zuordnen.
Perspektiven für die 
Etablierung einer 
systematischen molekularen 




erregern wie S. enterica, L. monocytoge-
nes oder EHEC wird die Isolierung des 
Erregers zumindest in der näheren Zu-
kunft noch immer eine essenzielle Vor-
aussetzung bleiben, um eine Subtypisie-
rung für epidemiologische Zwecke und 
eine Charakterisierung hinsichtlich sei-
ner Virulenz- und Resistenzeigenschaf-
ten vornehmen zu können. Die Anzucht 
und Isolierung ist im Falle der beiden 
erstgenannten Bakterienspezies gegen-
wärtig in primärdiagnostischen Labo-
ratorien gut etabliert. Jedoch gibt es auf-
grund der Unterschiede in der primär-
diagnostischen Zielstellung der nieder-
gelassenen Laboratorien und der Public-
Health-orientierten epidemiologischen 
Zielstellung von ÖGD und RKI erhebli-
che Defizite bei der Erregerisolierung bei 
darmpathogenen E. coli.
Für eine maßnahmenorientierte epi-
demiologische Erregerüberwachung ist 
eine möglichst flächendeckende und 
kontinuierliche Einsendung von reprä-
sentativen Pathogenisolaten durch Labo-
re der Primärdiagnostik und des ÖGD 
an die Speziallabore erforderlich. Die-
se ist derzeit in Deutschland für Salmo-
nellen durch die breit etablierte Primär-
diagnostik und durch die langjährige Zu-
sammenarbeit des NRZ-SalmEnt mit vie-
len Landesbehörden des ÖGD und frei-
willigen Sentinelpartnern fortgeschrit-
ten, aber auch hier noch keinesfalls sys-
tematisch und flächendeckend gelöst. 
Für L. monocytogenes hat sich die Situ-
ation durch das erweiterte Surveillance 
projekt gut entwickelt; jedoch muss für 
einen noch vollständigeren Überblick 
über die krankheitsverursachenden Klo-
ne von L. monocytogenes und für die 
Früherkennung von Infektionsclustern 
angestrebt werden, die Anzahl von Er-
regerisolateinsendungen an das KL für 
Listerien zukünftig noch weiter zu er-
höhen. Bei EHEC muss die Situation in 
Deutschland hingegen, insbesondere vor 
dem Hintergrund des EHEC-Ausbruchs 
2011, als unbefriedigend eingeschätzt wer-
den. Das Aufkommen an Erregerisolaten 
für eine Feintypisierung an den wenigen 
spezialisierten Laboren ist für eine syste-
matische und zeitnahe Erregersurveillan-
ce und damit für die Früherkennung kri-
tischer Situationen (Clustererkennung) 
unzureichend. Das NRZ-SalmEnt erhält 
EHEC aus primärdiagnostischen Ein-
richtungen nur sporadisch, meist anlass-
bezogen (Ausbruchverdacht) und nur sel-
ten als Erregerreinkultur.
Um die Situation sowohl a) hinsicht-
lich der Clustererkennung als auch b) 
beim Ausbruchmanagement für alle 
3 Erreger, insbesondere aber zeitnah für 
EHEC, zu verbessern, muss perspekti-
visch zunächst die systematische Gewin-
nung von Erregerisolaten zur Feintypi-
sierung im Anschluss an die Primärdia-
gnostik und Meldung sichergestellt wer-
den. In einem Konzept zur Verbesserung 
bzw. Implementierung der erregerbasier-
ten EHEC-Surveillance, z. B. im Rahmen 
der Diagnostik blutiger Durchfälle, wä-
re somit der erste Schritt die Verbesse-
rung der Isolatgewinnung. Diese kann 
zunächst durch Ausbau entsprechend 
qualifizierter Einrichtungen zur Fortfüh-
rung der Diagnostik in den primärdiag-
nostischen Laboren im Hinblick auf die 
Erregerisolierung und zeitnahe orientie-
rende Subtypisierung verbessert werden. 
Anzustreben sind einheitliche Vorge-
hensweisen auf der Basis entsprechender 
Leitlinien und eine mit der Meldepflicht 
verbundene zeitnahe Übersendung von 
Anreicherungskulturen bzw. Isolaten. 
Das RKI/NRZ- SalmEnt kann hierzu in 
Abstimmung mit der Fachöffentlichkeit 
Handlungspfade zur EHEC-Diagnostik 
bereitstellen und durch Workshops zur 
Etablierung und Verbreitung entspre-
chender Kompetenz beitragen. Ein der-
artiger Workshop zum Gedankenaus-
tausch mit Vertretern des ÖGD über die 
Fortentwicklung entsprechender Kon-
zepte einschließlich der Rolle primärdia-
gnostizierender Labore fand z. B. im Ok-
tober 2012 am RKI (NRZ- SalmEnt) statt. 
Die fortlaufende dezentrale Primärdia-
gnostik, anschließende Gewinnung von 
Erregerisolaten und Erstcharakterisie-
rung und deren zeitnahe Feintypisie-
rung in zentralen spezialisierten Einrich-
tungen sind von grundlegender Bedeu-
tung einerseits für die Früherkennung 
von Clustern und andererseits für die 
Beherrschung von Ausbrüchen. Wichti-
ge Beiträge zum Ausbruchmanagement 
liefern so z. B. die zeitnahe Veröffentli-
chung von Erregersteckbriefen und spe-
ziellen Schnellmethoden, die eine sichere 
Zuordnung von Erkrankungsfällen zum 
Ausbruchgeschehen auch in primärdia-
gnostischen Laboratorien ermöglichen.
Derzeit wird in Speziallaboren inter-
national sowie im NRZ-SalmEnt eine 
Kombination von klassischen phänoty-
pischen (z. B. Serotypie, Lysotypie) und 
DNA-basierten Methoden (z. B. PCR, 
PFGE) für die epidemiologisch orien-
tierte Subtypisierung eingesetzt. In den 
letzten Jahren sind zunehmend neue Me-
thoden und Ansätze zur Erregersubtypi-
sierung (z. B. MLST, MLVA, Genomse-
quenzierung) erprobt worden. Hier ist 
insbesondere das Potenzial der Next-Ge-
neration-Sequenziertechnologien viel-
versprechend. Mittelfristig ist eine Ab-
lösung der heute etablierten Subtypisie-
rungsmethoden durch völlig neue Typi-
sieransätze (Ganzgenom- oder Partial-
genomsequenzierung) zu erwarten. Per-
spektivisch könnte der Einsatz solcher 
Methoden zur Analyse von Mischproben 
(Metagenom) im diagnostischen Bereich 
sogar die Pathogenisolierung für die Pri-
märdiagnostik obsolet erscheinen lassen. 
Vor diesem Trend stellt die Bewälti-
gung der bioinformatischen Anforde-
rungen für eine Erregersubtypisierung 
auf Basis von Genomsequenzen oder 
ganz ohne Erregerreinkultur aus Meta-
genomen heraus eine enorme Heraus-
forderung dar. Auf absehbare Zeit wird 
allerdings in der Praxis die Kultivierung 
der Erreger nicht nur für epidemiologi-
sche Zwecke (Feintypisierung, Erreger-
wandel), sondern auch für klinisch-dia-
gnostische Zwecke (Erregermix, Resis-
tenzbestimmung) erforderlich bleiben. 
Eine weitere, zumindest für eine Über-
gangsperiode zu lösende Aufgabe be-
steht darin, eine gewisse „Interkompati-
bilität“ zwischen den vorliegenden Typi-
sierdaten und den mit den Methoden der 
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Zukunft gewonnenen Datensätzen zu er-
reichen, um die Kontinuität der Erreger-
surveillance zu erhalten.
Zusammenfassend kann aus Sicht der 
Mikrobiologie gesagt werden, dass in 
Deutschland in Speziallaboren wie dem 
NRZ und KL sowohl Kompetenz als auch 
geeignete Methoden zur Sub- und Fein-
typisierung für die Überwachung von Er-
regerpopulationen und zur Aufklärung 
klonaler Zusammenhänge zwischen Er-
regerisolaten im Ausbruchfall vorhan-
den sind. Auch bei einem mittelfristig 
zu erwartenden Einsatz neuer, noch bes-
ser diskriminierender Methoden auf der 
Basis von Next-Generation-Sequenzier-
technologien in der Feintypisierung ist 
die Gewinnung von Erregerisolaten die 
essenzielle Voraussetzung für eine erre-
gerbasierte Surveillance. Für die dafür be-
nötigten Erregerisolate sind jedoch – ins-
besondere hinsichtlich EHEC – die pri-
vat niedergelassenen Primärdiagnostik-
labore unter den derzeitigen Bedingun-
gen keine hinreichenden Quellen. Auch 
im Bereich der ÖGD-Strukturen sind in 
der Regel für eine flächendeckende Erre-
gerisolierung keine ausreichenden Kapa-
zitäten vorhanden. Hier besteht Hand-
lungsbedarf. Um dem gerecht zu werden, 
hat das RKI/NRZ- SalmEnt Vertreter des 
ÖGD der Bundesländer im Oktober 2012 
zu einem Gedankenaustausch über mög-
liche Konzepte zur Verbesserung der der-
zeitigen Situation eingeladen. Die syste-
matische Gewinnung von Erregerisola-
ten ist nicht nur für die Früherkennung 
neuer Erregertypen und kritischer Häu-
fungen von Erregerklonen wichtig. Sie ist 
auch Voraussetzung für die Entwicklung 
adäquater Methoden zur unentbehrli-
chen Erregerdiagnostik im Ausbruchfall. 
Die elementare Bedeutung einer solchen 
Diagnostik für ein erfolgreiches Aus-
bruchmanagement hat sich auch wäh-
rend der Epidemie 2011 durch die früh-
zeitige Identifizierung des ungewöhnli-
chen EHEC O104:H4-Ausbruchstammes 
und seine effektive Verfolgung durch 
eine umgehend entwickelte Schnellme-
thode erneut bestätigt [2, 3].
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